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羊水细胞原位培养法在
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血产前诊断中的应用

卢秋维(

%李东明!

!广西壮族自治区+

(-

人民医院检验科$

!-

妇幼保健院优生遗传科%南宁
6.''!((

#

!!

摘
!

要"目的
!

探讨羊水细胞原位培养法在
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血产前诊断中的应用价值&方法
!

对羊水细胞进行原位

培养%应用培养后细胞%采用聚合酶链反应%结合反向点杂交技术检测
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血突变类型&结果
!

)!"

例羊水细

胞均培养成功%共检出
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血
.'!

例%

!"

种基因型&其中纯合子
.'

例%双重杂合子
2(

例%杂合子
!'(

例&胎儿

合并
"

3

珠蛋白生成障碍性贫血杂合子
!2

例%其中
Ĝ T=LEZ0

水肿胎
&

例%

Ĝ G

病
(

例&结论
!

在孕中期行羊膜腔穿刺术获取羊

水细胞%对羊水细胞进行原位培养%利用培养细胞进行
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血基因诊断%避免因母体血污染'多次取材导致重型

珠蛋白生成障碍性贫血胎儿的误诊或漏诊%可准确地检出各类
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血基因型&

关键词"羊水$细胞培养$

%

3

珠蛋白生成障碍性贫血$产前诊断
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3

珠蛋白生成障碍性贫血是广西地区危害最大的血红蛋

白病!目前尚缺少有效的治疗方法!尤其是重型
%

3

珠蛋白生成

障碍性贫血患儿要靠输血维持生命!给家庭和社会带来沉重的

负担(

(3.

)

"因此!对夫妇双方为
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血基因

携带的孕妇进行产前诊断!是防止此类患儿出生的有效措施"

但因母体血污染导致重型珠蛋白生成障碍性贫血胎儿的误诊

或漏诊时有发生(

)36

)

!为此本研究对羊水细胞进行原位培养!采

用培养后细胞进行
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血基因检测!避免了

反复取材!提高了诊断的准确性!现报道如下"

!

!

资料与方法

!-!

!

研究对象
!

夫妇均为
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血基因携带

的妊娠
)!"

例!其中曾生育重型
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血患儿

者
('6

例!有重型
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血胎儿引产史者
(2

例!接受遗传%产前咨询者
.')

例"夫妇双方合并
"

3

珠蛋白生

成障碍性贫血杂合子
.2

例"

!-"

!

标本采集及细胞培养
!

在孕
(.

!

!4

周!

T

超引导下行羊

膜腔穿刺抽取羊水
('

!

(6>$

!置两支
(6>$

无菌离心管中!

血性羊水加入
%RA73V!

抗凝"将
(

管羊水离心!弃上清液!

留下
(>$

左右,混匀后吸入装有
.>$7I3

,

*美国
\ST@̀

公司+培养基的原位培养瓶中!置
.2a

%

6U

二氧化碳培养箱培

养
6

!

2*

后!置倒置显微镜下观察!当出现
.

!

6

个细胞克隆

后!换掉培养液!当出现大量贴壁细胞时!用生理盐水反复清洗

后!转移到
(-6>$%_

管内备用"

!-#

!

珠蛋白生成障碍性贫血基因检测
!

对培养后细胞采用快

速
RC7

提取试剂盒*深圳益生堂公司+进行
RC7

提取!采用

单管多重
_@5

体系进行珠蛋白生成障碍性贫血基因扩增!结

合反向点杂交技术检测
(2

种
%

和
.

种
"

3

珠蛋白基因突变类

型!限制性酶切结合琼脂糖凝胶电泳技术检测
.

种
"

3

珠蛋白基

因缺失类型!按试剂盒说明书进行操作及结果判断"

"

!

结
!!

果

)!"

例羊水标本!其中血性羊水
!

例!离心后肉眼可见血

细胞
"

例!镜下可见血细胞
(.

例!均培养成功!共检出
%

3

珠蛋

白生成障碍性贫血
.'!

例!见表
(

"同时检出
Ĝ T=LEZ0

水肿

胎
&

例!其中复合
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血双重杂合子
)

例,

Ĝ G

病
(

例,

"

3

珠蛋白生成障碍性贫血杂合子
(2

例!其中复

合
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血纯合子
(

例!双重杂合子
.

例"

!(

例母体血污染标本!检出
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血
("

例!其中

%

3

珠蛋白生成障碍性贫血纯合子
(

例,双重杂合子
6

例!包括

'4(.

重庆医学
!'('

年
(!

月第
.&

卷第
!.

期



复合
Ĝ T=LEZ0

水肿胎
(

例,杂合子
('

例!包括复合
"

3

珠蛋白

生成障碍性贫血杂合子
!

例"另检出
"

3

珠蛋白生成障碍性贫

血杂合子
(

例"终止妊娠
('2

例!在本院引产或分娩的胎儿均

经验证!结果相符!随访
!.4

例!无畸形"

表
(

!!

培养后细胞
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血基因诊断结果

基因类型
2

百分比*

U

+ 基因类型
2

百分比*
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%
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%
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SY#(

!
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!
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!
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'
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!
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!
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'
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!

"6)

'
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!
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'

C ( '-!.

!
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'
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!
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'
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!
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'
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!

%

%

'

C . '-2'

未检出
%

(2

种基因突变
(!) !&-((

#

!

讨
!!

论

%

3

珠蛋白生成障碍性贫血是
%

3

珠蛋白基因缺失或突变导

致血红蛋白的珠蛋白肽链缺失或合成减少引起的溶血性遗传

病"若夫妇双方为同型珠蛋白生成障碍性贫血基因携带者!

每次妊娠胎儿有
!6U

为重型珠蛋白生成障碍性贫血儿"因

此!对高风险人群进行产前基因诊断有着重大意义(

!

!

"

)

"目

前!进行胎儿基因诊断的取材方法主要有
.

种&经腹腔或宫

颈绒毛活检术%羊膜腔穿刺术和经腹脐带穿刺术"前者技术

难度较大!

(

次取材成功率不高!且可增加胎儿畸形的发生

率!易受蜕膜细胞污染造成误诊(

234

)

"羊膜腔穿刺术具有操作

简便%并发症少等优点!是临床应用最广泛的取材方法(

&

)

"

脐带穿刺术操作难度较大!诊断时间也较晚!不易发现少量

母血污染(

('

)

"本组
)!"

例孕妇行羊膜腔穿刺术取羊水!进行

珠蛋白生成障碍性贫血产前基因诊断!穿刺成功率为
(''U

!

无严重并发症发生"

羊膜腔穿刺过程中难以避免母体血的污染!而不能检测或

再次取样(

((

)

,当标本仅有极少量母体血污染!尤其是肉眼或离

心后仍不可见时!易导致误诊(

(!

)

"基于胎儿羊水细胞贴壁生

长!而血细胞不贴壁生长的特点!本研究应用细胞原位培养法

对羊水细胞进行培养!采用培养后细胞进行珠蛋白生成障碍性

贫血产前基因诊断"

)!"

例标本均培养成功!共检出
%

3

珠蛋白

生成障碍性贫血
.'!

例*

2'-4&U

+!其中纯合子
.(

例!双重杂

合子
2'

例!与国内外报道相近(

2

!

(.

)

!也与东南亚地区为珠蛋白

生成障碍性贫血高发区相一致"同时检出
"

3

珠蛋白生成障碍

性贫血
!2

例!其中重型
"

3

珠蛋白生成障碍性贫血
('

例!包括

复合重型
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血
4

例!与陈萍等(

6

)报道类

似"值得注意的是夫妇双方为
"

复合
%

3

珠蛋白生成障碍性贫

血的孕妇中!因重型珠蛋白生成障碍性贫血引产或生育史而行

产前诊断者有
(2

例!此次诊断为重型珠蛋白生成障碍性贫血

者有
6

例!其中
(

例已有
.

次重型珠蛋白生成障碍性贫血孕%

育史"为避免该类患儿的出生而再次终止妊娠!建议这类夫妇

进行植入前产前诊断(

()3(6

)

!这对降低出生缺陷有重要意义"

值得注意的是!本研究
)!"

例标本中!离心前%后肉眼可见

母体血细胞污染标本
4

例!细胞培养时发现
(.

例!在显微镜下

仍可见一定数量的血细胞,当羊水细胞贴壁后!保留换出的培

养液"对检测结果为
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血纯合子和杂合

子且与孕妇基因型不同的
6

例!再用换出的培养液提取
RC7

进行检测!仅有
(

例仍为
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血杂合子"考

虑可能该标本中的血细胞较少!以及提取过程中的丢失!导致

该标本中的母亲基因型未被扩增出来"表明当有母体血污染

时!尤其是肉眼不可见或离心后仍不可见的少量母体血污染的

标本!一旦被扩增出来!可导致杂合子误诊为
%

3

珠蛋白生成障

碍性贫血双重杂合子或漏诊
%

3

珠蛋白生成障碍性贫血纯合

子(

&

)

"同样!若夫妇双方为东南亚缺失型
"

3

珠蛋白生成障碍性

贫血携带者!当有母体血污染时!

Ĝ T=LEZ0

水肿胎可误诊为东

南亚缺失型(

(!

)

"因细胞培养技术难度较大!故对不具备细胞

培养条件的基层医院!应对羊水细胞离心后在显微镜下进行分

析!减少母体血污染导致的误诊"

综上所述!为了减少珠蛋白生成障碍性贫血患儿的出生!

应加强孕龄人群珠蛋白生成障碍性贫血产前筛查和基因确诊

(

("3(2

)

"对夫妇为同型基因携带者!在孕中期行羊膜腔穿刺术

获取羊水细胞!对羊水细胞进行原位培养!所需标本量较少!培

养成功率高"采用培养后细胞进行珠蛋白生成障碍性贫血基

因诊断!可避免母体血污染导致的误诊!提高产前诊断的准确

性,同时避免多次取材!减少流产的发生"
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水平*

!

"

'-'(

+!似乎证实了镇痛不足与免疫功能抑制的相关

性密切"然而以上观察指标在应用阿片类镇痛药的
@

组与
%

组中比较却未见显著差异!而应用外周神经阻滞机制*切口持

续局部麻醉%硬膜外镇痛+的
T

组%

@

组%

R

组在术后
!)

%

)4<

与使用静脉镇痛的
%

组比较差异有统计学意义*

!

"

'-'(

+!特

别是行
_@%7

的
R

组与行
_@S7

的
%

组在术后
)4<

相比对免

疫的抑制显著减轻*

!

"

'-'(

+"这似乎不能单纯用阿片类镇

痛药对免疫的影响进行解释"

S$3(

%

%

ACJ3

"

是重要的促炎性细胞因子!可间接反映创伤

后机体应激和免疫功能的变化情况"本研究中!各组
ACJ3

"

%

S$3(

%

的变化与
@R)

b

%

@R)

b

'

@R4

b

%

CV

细胞的变化趋势相吻

合"特别是在术后
!)

%

)4<

时!

R

组明显低于
%

组*

!

"

'-'(

+!

结合
@R)

b

%

@R)

b

'

@R4

b

%

CV

细胞的变化情况!证实了有效地

镇痛不一定能有效地降低术后的应激和改善术后的免疫功能

抑制"似乎可以提示在肺癌患者术后!不同的镇痛模式对患者

的免疫功能影响可能有差异!通过外周神经机制作用的镇痛方

式对于机体的应激功能和免疫功能可能更具有保护作用(

&

)

"

然而!单纯阻滞切口镇痛*

T

组+与行
_@S7

*

%

组+相比!在
Y7#

评分和对免疫功能的影响各方面并无太大差异!这是否说明行

_@%7

*

R

组+阻断了胸腔的诸多有害刺激传入中枢才是保护

免疫功能的外周机制的关键所在呢4 此外!本研究结果显示!

各组
Y7#

评分和免疫保护作用并不呈现出同向或反向的相关

变化关系!是否可能提示适度的镇痛才真正有益于机体的免疫

保护4 目前对于疼痛的评定标准尚不完善!影响了对结果的分

析!这些均有待进一步深入研究"

综上所述!肺癌患者术后受各种因素限制!疼痛治疗采用

的治疗药物和方法不尽一致!多模式镇痛已经成为发展趋

势(

&

)

"肺癌患者术后有效镇痛可改善免疫抑制!不同的镇痛模

式对免疫功能的影响有差异!寻求较适宜的组合方案可以提高

围术期安全性和改善预后!通过外周神经机制镇痛的模式在保

护免疫方面可能更具有优势!但其中许多环节尚待进一步的研

究证实"
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